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RESUMEN

El suero de queseria constituye una abundantenostoa fuente de proteinas
cuyo Optimo valor nutritivo y excelentes propiedadencionales, hacen que su
incorporacion en diversos alimentos sea una peacada vez mas frecuente. También
se ha demostrado que dichas proteinas tienen nsasesaplicaciones tecnoldgicas e

industriales.

Este trabajo se centra en la hidrdlisis de la BSé&rdalbumina bovina) con
tripsina y la separacion de los péptidos con menawrade ultrafiltracion vy

nanofiltracion.

Para el fraccionamiento de los péptidos se empietnes tipos de membranas
con diferentes tamafios de poro entre 1000, 200000 a; ademas se estudio la

transmision de dichos péptidos a distintos pH ey#as idnicas.



ABSTRACT

The lactoserum is an abundant and an economicatesaf proteins whose
optimum nutritive value and excellent functionaloperties make this serum be

introduced in a wider range of nutritional products

This work is focused on the BSA hydrolysis withpgsin and the detachment of
the peptides from with ultrafiltration and nanaflion membranes.

To develop the breaking-up of the peptides there theee different membranes
involved, all of them with different pores but sizbetween 1000,2000 and 5000 Da.
The research deal with the transmission of thoSerdnt peptides to dissimilar pH and

ionic strength.
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1. INTRODUCCION
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Del total de la leche producida en el mundo, aproximmahde la mitad es
destinada a la elaboracion de distintos tipos @sam En dichos productos se recupera
una buena cantidad de materia grasa y practicanuen80% de las proteinas totales
contenidas en la materia prima. El 20% restantasleroteinas son fundamentalmente
las llamadas proteinas del suero o seroproteirstas proteinas son, principalmente la
a-lactoalbumina, p-lactoglobulina,  seroalbumina  bovina, lactoferrinae
inmunoglobulinas que se encuentran en concentregicglativamente bajas pero con

un alto valor bioldgico.

Las proteinas del suero son muy usadas en la malwdimentaria por sus
propiedades nutricionales y su solubilidad. Adent@sla proteina, individualmente,
tiene caracteristicas biologicas, nutricionales uncionales que las hacen muy
interesantes para la mejora de formulas infantilaBmentos funcionales 'y

nutracéuticos.

Las proteinas de la leche tienen actividad opjadeamunomodulante,

antimicrobiana, antitrombdtica, quelante de miresrgl antihipertensiva.

Por todas estas razones, se estan buscando d¢emstate nuevas vias de
recuperacion, habiendo muchos caminos para elta.tBsdencia encuentra también un
fuerte incentivo en el hecho de no considerar @lcsde queseria como un efluente muy

contaminanteg/a que posee una elevada demanda biologica denaxige

Desafortunadamente, las técnicas existentes parapurificacion o el
fraccionamiento de proteinas a escala de labosammrihan podido ser implantadas a
escala industrial o suponen un coste elevado, rneicte viables para productos
farmacéuticos. En este sentido, estudios recieatesprocesos de filtracion con

membranas han proporcionado resultados alentadores.

Asi, el objetivo de este Trabajo Fin de Mastesida el desarrollo de un proceso
para la obtencion de biopéptidos a partir de ladtigls de BSA (seroalbumina bovina).
Seguidamente se llevd a cabo el fraccionamientdodepéptidos obtenidos en la

hidroélisis mediante la técnica de membranas.
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Ademas, en la primera etapa se realizé un estgade tenia como finalidad
optimizar las condiciones de hidrdlisis en las geealcanzaba un mayor grado de

hidrolisis de la proteina.

En la segunda etapa, la relacionada con membra®adlevé a cabo la
caracterizacion de las mismas, y varios ensayds tamlistintos pH como a distintas

fuerzas i6nicas.
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2. CONSIDERACIONES TEORICAS
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2.1 Estructura y funcion de las proteinas

Las proteinas son macromoléculas formadas poroumds polipéptidos. Cada
polipéptido consiste en una cadena de aminoacides eptan unidos por los
denominados enlaces peptidicos.

Una vez sintetizada la proteina, se pliega de #alera que asume una estructura
tridimensional especifica. La conformacion adoptadaa depender de la secuencia

aminoacidica y va a estar estabilizada por muHipieeracciones débiles.

Las proteinas se desnaturalizan cuando pierdesstsuctura tridimensional y
por tanto su plegamiento caracteristico. Los ageqe provocan la desnaturalizacion
de una proteina se llaman agentes desnaturalizapiese clasifican en agentes fisicos
(calor y fuerzas mecanicas) y quimicos (detergeulieslventes organicos, pH, fuerza
ionica).

Es posible precipitar proteinas de manera selectiediante cambios en la
polaridad del disolvente, la fuerza idnica, el pHlay temperatura. Ademés la

desnaturalizacion provoca diversos efectos endejma:

1. Cambios en las propiedades hidrodindmicas de léeipan aumenta la
viscosidad y disminuye el coeficiente de difusion.

2. Una drastica disminucion de su solubilidad, ya lggeresiduos hidrofébicos
del interior aparecen en la superficie.

3. Pérdida de las propiedades bioldgicas.

Las proteinas asumen funciones muy variadas gracsasgran heterogeneidad
estructural. Describir las funciones de las prateiequivale a describir en términos
moleculares todos los fendmenos biologicos. Algudeasllas son: funcion reguladora,
funcidn de transporte, estructural, enzimatica ged®nocimiento de sefales. Muchas
proteinas ejercen a la vez mas de una funcion.jéimpdo de ello son las proteinas de

membrana que tienen tanto funcidn estructural cenmzamatica.
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2.1.1 Lactosuero como fuente de proteinas

El suero de leche es un subproducto de la fabénate queso, aunque tiene un
contenido proteico bajo, sus proteinas son devalimr bioldgico (por su contenido en
triptéfano, lisina, y aminoacidos azufrados). Tiemma calidad igual a las del huevo y
no son deficientes en ningun aminoacido. Ademawdie ello, posee una cantidad rica
en minerales donde destaca el potasio, el caltifjséoro, el sodio y el magnesio.

Cuenta también con vitaminas del grupo B, acidoraswo y lactosa.

El suero de leche se obtiene en el proceso deral@bo del queso cuando la
leche liquida, previamente pasteurizada, se le eafiddcuajo (fermento natural
contenido en el estbmago de los rumiantes que poseenzima que hace coagular a la
leche). Se trata de un proceso que se realizanguda especiales a unos 30°C de
temperatura y cuyo resultado es una masa semisialan caseina y grasa que, tras su
maduracion y secado, se convertira en queso. Clamdasa semisolida se retira de las
cubas, lo que queda en ellas es el suero de la,ldghido de color amarillo verdoso y
de sabor acido. En resumen, el lactosuero es ta gae no se coagula por la adicion
del cuajo y que permanece en estado liquido.

La produccién mundial de queso se ha ido incremeéotan los ultimos afos, y
por ende la del suero. Aproximadamente el 90% dedae utilizada en la industria
quesera es eliminada como lactosuero. Por todpesdlmuy importante su clasificacion

para obtener un mejor aprovechamiento.

Dependiendo del origen de la leche, el tipo de qupee se produce, y las
diferentes variaciones del proceso, el tipo decssera diferente.

Tabla 1.Clasificacion del suero en funcién de su acidez

Tipos de Suero Acidez (%) pH
Suero dulce 0,10-0,20 % 5,8-6,6
Suero medio acido 0,20-0,40 % 5,0-5,8
Suero acido 0,40-0,60 % 4,0-5,0
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El suero derivado de la produccion del queso esamgnte nutritivo, este
retiene alrededor del 52% de los nutrientes dedhd entera. Sin embargo, a pesar de
su excelente contenido nutricional y los beneficipge se podrian obtener con su
aprovechamiento, la manipulacion del suero de tesee la produccion de queso

resulta un problema caro y complicado para el prtadtu

El suero de leche posee un porcentaje de soligbssh 7%, la demanda
biologica de oxigeno del suero de leche es de 4@0@D000 mg GL. El suero
generalmente es vertido a corrientes de agua, relvargo por su valor nutritivo y
energético es consumido por bacterias y otros migemismos que utilizan el oxigeno
del agua. Y es que el agua de un rio no contamitiae una concentracion de Qe
10 mg/L; si dicha concentracion baja de 4 mg/L pasecerian todos los peces,
incluyendo especies poco exigentes de oxigeno. Sol@rtido de un litro de suero

causaria la muerte de todos los peces que estan@ns en 10 toneladas de agua.

Tabla 2Composicion del lactosuero dulce y acido

Componente Lactosuero dulce (g/L) Lactosuero Acid@m/L)

Solidos Totales 63,0-70,0 63,0-70,0
Lactosa 46,0-52,0 44,0-46,0
Proteina 6,0-10,0 6,0-8,0

Calcio 0,4-0,6 1,2-1,6

Fosfatos 1,0-3,0 2,0-4,5
Lactato 2,0 6,4
Cloruros 11 11

Las proteinas del lactosuero, que representadealoe del 20% de las proteinas
de la leche de vaca, se definen como aquellas gumamntienen en solucion tras

precipitar las caseinas a pH 4,6 a una temperdéu2a°C.

Las proteinas del lactosuero pueden ser de sinteaisaria, como lao-
lactoalbumina y laB-lactoglobulina, que representan conjuntamente 08b de las
proteinas del lactosuero de vaca; o bien de treergf@ sanguinea, como la albumina y

las inmunoglobulinas.
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Tabla 3.Composicion proteica del lactosuero

Proteina Concentracion (g/L)
p-lactoglobulina 2,70
a-lactoalbumina 1,20

BSA 0,65
Inmunoglobulinas 0,40
Lactoferrina 0,10

Como se puede observar enTlabla 3 la proteina mas abundante esfda
lactoglobulina con una abundancia que puede iredes®5 al 65%, seguida porda
lactoalbumina con un 15-20% y la BSA con un 5-12 Ademas contiene otras

proteinas con funcion enzimatica como son la lactiofa o la lactoperoxidasa.
2.1.2 Plasma Sanguineo como fuente de proteinas

Uno de los principales componentes de la sangrdasoproteinas, por lo tanto
es de un alto interés bioldgico recuperar el cadteproteico presente, por ejemplo, en

la sangre de un matadero.

El plasma esta compuesto por proteinas de urvalto nutricional (7%), agua
(91%) y una gran variedad de sales y compuestobafie peso molecular (1%).
Particularmente, todas las proteinas de la samgemcuentran en el plasma excepto la

hemoglobina, que se encuentra mayoritariamenta gadcion celular.

Sin embargo el plasma bovino presenta diferem&snivenientes como la baja

solubilidad o sabor, color y olor desagradables.

18



2.2 Bioactividad de péptidos

Ademas del valor nutricional, determinado por tamposicion y adecuada
digestibilidad de los aminoacidos constituyenteshfifime y Meisel, 1995), las
proteinas lacteas poseen distintas propiedadedgiiak. En diversos estudios se ha
descrito el papel fisiolégico de las proteinasdastcomo fuente de “péptidos bioactivos
o funcionales”. Estos péptidos se definen comoesetias de aminoacidos inactivas en
el interior de la proteina precursora, pero queceje determinadas actividades
biolégicas tras su liberacibn mediante hidrolisisngjca o enzimética. Generalmente,
son péptidos de pequefio tamarfio, de 3 a 20 amimsadiioerados durante el procesado

industrial de los alimentos o bien, durante la slige gastrointestinal.

Las actividades descritas hasta la actualidad ¢stas péptidos son diversas, e
incluyen la actividad opiacea, inmunomodulante,inaictobiana, antitrombotica,

guelante de minerales y antihipertensiva, entigsotr

En estudios recientes se ha descrito la activat@txidante ejercida por la
leche humana. Ademas, mediante ensagogitro se ha comprobado esta actividad
tanto en las caseinas, capaces de quelar el kiantobir la peroxidacion lipidica, como
en las proteinas del suero (Tong y col., 2000). €nbargo, son necesarios nUuevos
estudios que confirmen la accion antioxidante depl@teinas lacteas en animales de

experimentacién y en humanos.

Otras actividades bioldgicas de interés en lecapidn dietética y farmacéutica
incluyen la inhibicion de la secrecion acida demyas y de la motilidad gastrointestinal
(Fiat y col., 1993), asi como la induccién de ladarccion de colecistoquinina en ratas,

hormona relacionada con la saciedad.

La atriopeptina es un péptido presente de formtaralaen la leche que actla
como un fuerte diurético, natriurético y vasoraléga ademas de jugar un papel

importante en la adaptacion del neonato a la vittagterina.

Estudios mas recientes se centran en la busquedsmgtidos con actividad
antitumoral, anticancerigena y antivirica, fundatalemente frente al virus del SIDA
(Smacchi y Gobbetti, 2000).
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Proteina

BSA

secuencia de aminoacidos

AEFAWAVAR [BSA £208-216)]: Albutensina A

YGFGHA [BSA £399-404)]: Serofina

MATPPEEMNQDE [i-CN £106-116)]

FECREWQWRMEKLGAPSICVERAF [LF §17-41)]

AFRENVEWCTISQFEW-

FECFEWQWEMEELGAPSITCVERAFALECIFA [LF £1-16)5-

5(17-48)]

APRENVEWCTISQPEW-CIRA [LF £1-16)5-5(45-48)]

AFPRENVEWCTI-

FECFEWQWEMEELGAPSITCVERAFALECIE. [LF £1-11)5-

5(17-47)]

FECREWQWRMEKLGAPSITCV [LF £17-30]]

PEWSKCYQWQRRMRELGAPSITCVRRTS[LE §14-47)]

SECYQWQREMEKLGAPSITCVRRTS [LF? f17-411]

DLIWELLSEAQEKFGENERS [LF £263.284)]

Tabla 4.Funciones de los péptidos del lactosuero

Bivactividad

Cpioide

Efactos sobre el sistema digestive
Opioide

Regulacion de la fancion gastrica
Supresion de la digestion gastrica
Antmmerobiano

Prevencion de la canes dental
control de saciedad
Antitrombdtico a

Antimmcrobiane

propredades de  regulacion  del
sistemma mumme

Promiedad -~ -
Anh-tumeoral

Antmmerobiane

Antimmerobiane

Antimmcrobiane

Antimmerobiano

Antimierobiano

Antimerobiano

Antmmerobiane

efectos farmacologicos

GFI Confraccion

Refrazar el vacianuento gastnco,
eleva los niveles de glocosz en Ia
sangre

mhibe azrezacion plaquetana

conita G-, G+, virus

Coutra Escherichia coli

Contra Micrococeus flnvus

Contra Micrococcus flovus

Contra oral pathogenic bactena

Contra Micrococeus flavus

Contra Escherichia coli

Contra E coli Camdida albicans
Bacillus subtiliz and Pseudomonas
ASTUSTNOST

Produccion

BSA + tripsma

Presente en suero dulee

LF + pepsina o quimosing

LF +qumosina

LF + pepsina

LF + pepsina

Péptido sintético

LF + pepsina

Péptide sintético

Peptido sintetico

estudios “in vive™

Ratones: efectos sobre el sistema
dipestive[Ohinata, 2002]

Hwmanes: comfrol de saciedad
[Lam et al, 2009]

Maubois et al. 1991]

referencias

Yamauchs, 1992

Tam et al, 1993; Meisel and
Schhmme, 1936

Yvon et al, 1994; Beucher ot al, 1994
Brody et al 2000; Malkeski et al
2001

Jolles et al, 1986

Bellamy af al 1992; Hoek of al, 1997;
Yoo et al 1998; Wakabajash et al
2003; Sammelson et al, 2004

Hoek et al, 1957

Fecto and Visser, 1999

Fecio and Visser, 1599

Groenink et al, 1999

Recio and Visser, 1599

Vorland et al, 1999

van der Kraan et al, 2005
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2.3 BSA

2.3.1 Descripcion general

La seroalbumina es una de las proteinas mas angpitarestudiadas y es la mas
abundante en el plasma con una concentracion rdedty por cada 100 mL. Varios
investigadores han estudiado la estructura y lapigiades de BSA y su interaccion
con otras proteinas para entender como afectéuadenalidad de los alimentos en los

qgue se ha incluido para nuevas aplicaciones.

La seroalbumina es la proteina mas abundante esisteima circulatorio y
contribuye en un 80% a la presion osmoética sanguiHa sido determinado que la

seroalbumina es la principal responsable del maniento del pH de la sangre.

La albumina en mamiferos es sintetizada inicialeenmo una preproalbumina
por el higado. Después de la eliminacion del démenal, la proalbumina resultante se
procesa por eliminacion del propéptido de seidues. La albumina se libera en la
circulacion y posee una vida media de 19 dias.

Freproalburmin HEN-M-K-'l.'.I'-'I.I'-T-F-L-L-L-L-F-I-S-E-S-P.-F-S]FI-G-'I.I'-F-FE-FI-E-P.-H-K-S-E-

cleavage of signal pepride
Proalburmin I—|2N-FI-I3-'I.I'-F-FH-FI]E-P.-H-K-S-E-

removal of Pro segment

Albumin I-|2M-E-F'.-H-K-S-E-
Figura 1. Sintesis de la Albumina en Mamiferos

2.3.2 Estructura de la BSA

Numerosas investigaciones sobre la estructura B&Aafueron llevadas a cabo
llegando a resultados contradictorios. Basadas »gerinentos hidrodinamicos y
dispersién de rayos X de bajo angulo, se concleydun primer momento, que la

seroalbimina era un elipsoide achatado con dimeeside 140 x 40 A.

Ensayos llevados a cabo mas adelante compilaroersdivinformacion que
ayuddé a construir el modelo estructural de la albdmen forma de cigarro,

confirmandose en los mismos, que las dimensioraslas correctas.
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Se realizaron ensayos con otras técnicas como leestnancia magnética
nuclear de protén. De ellos se dedujo que la dstaicde la BSA era en forma de
corazén, y no de elipsoide achatado era improba&ioleo se pensaba en un primer
momento. Esta estructura fue confirmada con lo®sdaiportados por la técnica

cristalografica de Rayos-X.

Estudios previos indicaron que la estructura seauadontenia entre 50 y 68
% de hélices alfa y entre un 16% y un 18% de Hugée.

Se trata de una proteina con un peso moleculab 8 &Da formada por una

secuencia de 607 aminoacidos que se pueden vaFgula 2.

10
MEWVTFISLL

70
DEHVELVNEL

130
ERMECFLSHE

150
ANEYNGVEFQE

250
BLSQFIFPEAE

310
CCODEPLLEES

370
HEFEYAVSEVLL

430
LEEYGFONAT,

430
HNELCVLHEKT

550
DTERDIKKQT

STOTALA

20
LLFSSATSRG

80
TEFAKTCVAD

140
DDSPOLPELE

200
CCOAEDKGAC

260
FVEVTELVTID

320
HCIAEVEEDRA

380
RLAKEYEATL

440
IVEYTREVED

500
PVSEEVTRCC

560
ATVELLEHEP

30
VFRRDTHKSE

50
ESHAGCEXSL

150
PODPNTLCDEF

210
LLFEIETMRE

270
LTEVHEECCH

330
IPENLFPFLTA

i9g
EECCAFKDDPH

450
VSTPTLVEVS

510
TESLVHERFC

570
FATEEQLETV

40
IAHRFKDLGE

100
HITLFEDELCEK

160
FADEFEFWGE

220
EVLASSAROR

280
CGDLLECADDR

340
DFAEDEDVCE

400
ACYSTVFDEL

460
RSLGEVGTRC

520
FS5ALTFDETY

580
MENFVAFVDE

50
EHFEGLVLIA

110
VASLRETYGD

170
¥YLYEIARRHP

230
LRCASIQFRFG

290
ADLAKYICDN

350
NYQEAKDAFT,

410
EHLVDEFQNL

470
CTEPESERMP

530
VPEAFDEELF

580
CCAADDEERAC

60
FEQYLOQCPF

120
MADCCERQOEP

180
YFYAPELLYY

240
ERATEAWSVA

300
QODTISSKLEE

360
GEFLYEYSRER

420
IKQNCDOFEK

480
CTEDYLSLIL

540
TFHADICTLFE

600
FAVEGPELVV

Figura 2. Secuencia de aminoacidos de la BSA
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2.3.3 Composicién aminoacidica

Las albuminas estan caracterizadas por un bajoemioiot de triptéfano y
metionina y un alto contenido en cisteina y amiidu#c cargados, como los acidos
glutamico y aspatrtico, lisina o arginina. El comienen glicina e isoleucina en la BSA

es mas bajo que en el resto de proteinas.

Tabla 5.Composicién aminoacidica de la BSA

Ala 48 Cys 35 Asp 41 Glu 58
Phe 30 Gly 17 His 16 lle 15
Lys 60 Leu 65 Met 5 Asn 14
Pro 28 Gln 21 Arg 26 Ser 32
Thr 34 Val 38 Trp 3 Tyr 21

2.3.4 Estructura primaria, secundaria y terciaria

La molécula de BSA se compone de tres dominios kagoé (1,11,11) que
estan divididos en nueve bucles (L1-L9) unidos Joenlaces disulfuro. Los bucles en
cada dominio se componen de una secuencia de bdeldamafo variado. Cada
dominio a su vez es el producto de dos subdomifids IB, etc.). La estructura
primaria de la albumina es inusual entre las pmateiextracelulares en cuanto a la

posesion de un anico grupo sulfhidrilo (Cys-34).

La nueva informacion proporcionada por la técnigstalografica de Rayos X
confirma que la estructura de la albumina es pragamemente alfa-helicoidal (67%),

siendo el polipéptido restante una combinacioneg@nes flexibles entre subdominios
sin hojas betas.

Cada uno de los dominios puede ser dividido enefifinentos helicoidales, 1-6
para un subdominio y 7-10 para el subdominid=B§ra 3). Los dominios | y Il y los

dominios Il y Il estan conectados a través deresitenes helicoidales.

23



2.3.5 Puentes disulfuro
En la BSA los puentes disulfuro estan localizadokas siguientes posiciones:

(1) 77-86; (2) 99-115; (3) 114-125; (4) 147-192; 151-200; (6) 223-269; (7) 268-276;
(8) 288-302; (9) 301-312; (10) 339-384; (11) 382:302) 415-461; (13) 460-471; (14)
484-500; (15) 499-510; (16) 537-582; (17) 581-590.

Subdormain & o Subdom.ain B

Figura 3. Localizacion de los puentes disulfuro en la BSA

Ninguno de los puentes disulfuro es accesible aatgmtes reductores en el
rango de pH 5-7, pero a medida que el pH aumendisminuye van haciéndose
progresivamente mas accesibles. Por lo tanto, selwy@ que los puentes disulfuro

estan protegidos de los agentes reductores a prbneu

2.3.6 Propiedades Fisico-Quimicas

La molécula de albumina no esta uniformemente dargantro de su estructura
primaria. A pH neutro se calcula que la carga detéos dominios |, 1l y Il son -10, -8

y 0 respectivamente.

Figura 4. Modelo tridimensional de la BSA, con los residbésicos en azul, los
residuos acidos en rojo y los neutros en amaliista frontal, vista trasera, lateral
izquierdo, y lateral derecho (de izquierda a deagch
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A diferencia de la distribucion asimétrica en latredura primaria, la

distribucion en la estructura terciaria es praatieate uniforme.
2.3.6.1 Viscosidad

La viscosidad de la disoluciéon de una proteina niépeale sus caracteristicas
intrinsecas, como masa molecular, tamafio, voluniemma, carga superficial y
facilidad de deformacion. Ademas, la viscosida@d @siluida por factores ambientales
como pH, temperatura, fuerza idnica, tipo de ione®rza de cizallamiento y
tratamiento térmico. Dependiendo de todos esto®rizs; los valores de viscosidad
estan dentro de un intervalo que va desde 3,7 ml/@, aumentando linealmente con

concentraciones de hasta 65 mg/mL y exponenciabgrentayores concentraciones.
2.3.6.2 Efectos de pH

La seroalbumina se somete a isomerizaciones coatbomales reversibles con

cambios en el pH.

pH de transicion: 2.7 4.3 8 10
Nombre: Expandida Rapida Normal Béasica FormaA
% Hélice: 35 45 55 48 48

Figura 5. Relacion de las formas isoméricas de la BSA

La transicién NF implica el despliegue del domihldGeisow y Beaven, 1977;
Khan, 1986). La forma F se caracteriza por un atwnespectacular de la viscosidad,
menor solubilidad y una pérdida significativa ecahtenido helicoidal (Foster, 1960).

Para valores de pH inferiores a 4, la albuminacseete a otra expansion con
una pérdida de las hélices intra-moleculares. téstaa expandida se conoce como la
forma (E), teniendo un aumento de la viscosidadnis¢ca. A pH 9, la albumina sufre

cambios de conformacion a la forma basica (B).
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Si se mantienen las soluciones de albumina a pkréayfuerza ionica bajaa 3 °
C durante 3 o 4 dias, sufre otro cambio de confoidnaa lo que se conoce como la
forma (A).

Figura 6. Esquemas tridimensionales de las conformacion@siba a la izquierda),
F (Arriba a la derecha) y E (Abajo)

2.3.6.3 Efecto del calentamiento

La albumina sérica cuando se trata térmicamentea gew dos etapas
estructurales. La primera etapa es reversible, tnaenque la segunda etapa es
irreversible, pero no se trata necesariamente rde destruccion completa de la

estructura ordenada.

La primera etapa es la considerada al calentarisalugion hasta 65 ° C,
continuando con un calentamiento posterior por reacide la misma, siendo
considerada como la segunda etapa (Wetzel et%8Q)1La temperatura de inicio del
cambio de conformacion fue de 58,1 °C (Poole et 187) y la temperatura de
desnaturalizacion 62 ° C (Ruegg et al., 1977).ressltados de la espectroscopia de IR
indican que se formaron las hojas beta cuandan@deatura estaba por encima de 65
°C (Wetzel et al, 1980.) 0 70 ° C (Lin y Koenig,7/89 Clark et al, 1981).

Posteriores investigaciones demostraron que la3@yse encuentra en un hueco
en la superficie de la proteina y que el azufretreaesta protegido por varios residuos.
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Mediciones de resonancia de spin electronico imdicgue el bolsillo alrededor
de la Cys-34 se desarrollé durante la desnatucadizdaérmica (Wetzel et al., 1980). Por
lo tanto, la formacion del dimero durante el calenénto se debe probablemente a la

union disulfuro.

Por todo ello, se puede concluir que, en la etapaicural reversible, algunas

de las hélices alfa se transforman en giros aleator

A medida que la temperatura se eleva més alla é&pma reversible, tiene lugar
el despliegue de la bolsa de Cys-34 facilitandaceleso a la formacion de puentes

disulfuro.

Figura 7. Modelo de barras y esferas de la estructura d&Rd@rededor del residuo
Cys-34. Las esferas rojas son Oxigeno, las azutesglEno, las verdes Azufre y las

amarillas Carbono
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2.3.7 Propiedades Funcionales de la BSA

2.3.7.1 Propiedad Espumante

La espuma puede ser definida como la creaciénegtiabilizacion de burbujas
de gas en un liquido. Las proteinas se difundergponerfase aire-agua y reducen la
tension superficial. La expansion y estabilidadlalespuma mejora cuando la BSA
interactla con proteinas basicas como la lisozPomlé et al., 1984) debido a enlaces

cruzados formados entre la BSA y la lisozima antifaz.

Cuando la BSA interactia con la lisozima, se da omayor expansion y
estabilidad de la espuma entre pH 8 y 9, que esta el punto isoeléctrico de la BSA

(4,7) y el de la lisozima (10,7) cuando las prasiastan cargadas de manera opuesta.

Los lipidos inhiben la formacién de espuma mediaitelesplazamiento de
moléculas de proteina a través de la interfazl&@jtedo y mediante la interrupcion de la

integridad de la pelicula de proteina (Ross, 1950).
2.3.7.2 Capacidad Gelificante

Cuando la BSA es calentada, forma agregados selabteavés de los puentes
disulfuro y los enlaces no covalentes. Por ejempiia de las proteinas lacteasata
lactoalbumina, no forma agregados solubles porisim sino que interactia con la
BSA a través de los puentes disulfuro para forrgeggados solubles (Matsudomi et al.,
1993). Los agregados solubles se forman duranteriaeras etapas de la gelificacion
de la proteina, siendo la posterior polimerizad#gresponsable de la formacion de una
red de gel rigido (Nakamura et al, 1986;.. Kitakatat al, 1989). Por tanto, la adicién
dea-lactoalbumina a BSA reduce la capacidad de gatifn de la BSA.

La gelificacién de acuerdo con Ferry (1948) es @eamismo de dos pasos. Una
etapa de iniciacién que implica el despliegue dlikociacion de las moléculas de
proteina, seguido de una etapa de agregacion gmelae producen las reacciones de

asociacion o agregacion, lo que provoca la forarade gel en condiciones apropiadas.
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La temperatura de desnaturalizacion de la BSA atarmrando se une a acidos
grasos (Bernal y Jelen, 1985) pero se reduce cuiabtelactia con clupeina (Poole et
al., 1987). Por lo tanto parece que la interacciéda BSA con un biopolimero, por
ejemplo, un acido graso aumenta la estabilidacicedlécula de BSA, mientras que la

interaccidn con otro tipo de moléculas fomentaesiptiegue de la misma.
2.3.7.3 Union a ligandos

Probablemente la propiedad mas importante de la &SlA capacidad de unirse

de forma reversible a una gran variedad de ligandos

La BSA es la principal proteina portadora de acgtasos que son insolubles en

el plasma circulante.

También realiza muchas otras funciones, tales c@mnsecuestro de radicales
libres de oxigeno y la inactivacion de diversosamelitos lipéfilos téxicos como la
bilirrubina (Emerson, 1989). La albumina tiene wita afinidad por acidos grasos,
hematina, bilirrubina y una amplia afinidad por gamstos aromaticos pequefios

cargados negativamente.

Como una proteina de transporte multifuncionalall@imina es la principal
portadora de Oxido nitrico, que se encuentra iraghcen una serie de procesos
fisioldgicos importantes, incluyendo la neurotrarsém (Stamler y col., 1992).

También pertenece a una familia multigénica deegfmas que incluyen alfa-
fetoproteina (AFP) y la proteina de union a vitaanih (VDP), que también se conoce
como G complemento (GC) de proteinas. Aunque AF€omsidera el homélogo fetal
de la albumina, sus propiedades de unidén son tistiyp se ha sugerido que la AFP
puede tener mayor afinidad por algunos ligandosatexidos e importantes para el
desarrollo fetal. VDP juega un papel importantelaemegulacion del calcio. ADP y
VDP interactian con el complejo de mayor histocdibpigad de clase Il que sugiere
que estas proteinas pueden jugar un papel impereamtla modulacién del sistema

inmune (van Oers et al., 1989).

29



2.4 Peptidasas

2.4.1 Descripcion general

Las peptidasas son las enzimas que rompen losesnlaeptidicos de las
proteinas. Estas enzimas estan implicadas en uiftauchude reacciones fisiolégicas
desde la simple digestion de las proteinas de lioe@tos hasta otros procesos mas
complejos. Las peptidasas pueden romper enlacdgligep especificos dependiendo
de la secuencia de aminoacidos de la proteinacamsd también romper un péptido

completo en aminoacidos.

Unas de las enzimas mas importantes son aquefietizadas en el pancreas
bovino, que son la tripsina, quimotripsina y lastédaa. Estas son sintetizadas en el
pancreas como un precursor inactivo, que son selaeten el duodeno. Luego, son
activadas por la ruptura de un péptido critico &atel N-amino terminal de la cadena
polipeptidica. Esta ruptura permite un cambio conéxional que convierte a la pro-
enzima en la enzima activa. Una vez activa, estasnas van a catalizar la ruptura de

las proteinas en péptidos.
2.4.2 Tripsina

Se trata de una enzima de peso molecular 23,3 &b@atla por una secuencia
de 226 aminoacidos. El pH 6ptimo es de 7,5-8,5tgrgeratura 6ptima de 37°C.

Se trata de una enzima especifica, ya que lig&@ido en las posiciones del
carboxilo en residuos Arginina o Lisina de la caddambos aminoacidos estan

cargados positivamente), excepto que se encuamidas a Prolina.

Figura 8. Estructura tridimensional de la tripsina
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2.5 Técnicas para la separacion y fraccionamient geptidos

2.5.1 Técnicas con membranas

Una membrana es una regién que actimatera permitiendo el paso exclusivo
y/o de forma controlada de una o0 mas especiesvéstide ella. En otras palabras, la
membrana actia como una barrera selectiva dejaradar pa su través unos

componentes y reteniendo otros de una mezcla.

Corriente de alimentacion ¥ % - Concentrado (A)
(presurizada) *
L]
- 5 5 =
T N1
Membarna Y
¥
a []
T = -« i
L L]
* u
Pexrmeado (B)

Figura 9.Esquema del funcionamiento de las membranas

Una membrana puede ser homogénea ombpétea, simétrica 0 asimétrica en
su estructura; puede ser sélida o liquida; puedenaagtra, llevar cargas positivas o
negativas o ser bipolar. Su espesor puede varigg Brenos de 100 nm y mas de 1 cm.
El transporte a través de ella puede estar prodymid conveccion o por difusién de
moléculas individuales, inducido por un campo eiésct o por un gradiente de
concentracién, presion o temperatura. Todos losenmadds que funcionan como
membranas tienen una propiedad caracteristica marcorestringen el paso de varias

especies quimicas de una forma muy especifica.

Los procesos de separacion a travésaitebmanas se producen como resultado
de las diferencias en las velocidades de transpertas especies quimicas a través de la
membrana, son, por tanto, procesos controladoslgpeelocidad. La velocidad de
transporte depende de la fuerza o fuerzas impgspra actian sobre los componentes
individuales y de su movilidad y concentracion dewte la membrana.

La movilidad viene determinada principahte por el tamafio molecular del
soluto y la estructura fisica del material de lanmhena, mientras que la concentracion

del soluto en la membrana depende de la compdadilentre el soluto y el material de
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la membrana. Para una fuerza impulsora dada,jeldiimateria por unidad de area de

la membrana es siempre inversamente proporcicslalespesor.

Tabla 6.Clasificacion de los procesos con membranas endame la fuerza

impulsora responsable de la separacién

Presion Presion Parcial
Microfiltracion (MF) Separacion de Gases (SG)
Ultrafiltracion (UF) Pervaporacion (P)
Nanofiltracion (NF) Permeacion de vapores (PV)

Osmosis Inversa (OI)

Concentracién Potencial Eléctrico
Dialisis (D) Electrodialisis (ED)
Dialisis Donnan (DD) Electrolisis con Membranas (EM)

Contactores con Membranas (CM)

La fuerza impulsora de las membranas que se uttikgra este proyecto es la
diferencia de presion. Por ello, a continuaciénaea explicar un poco mas a fondo este

tipo de membranas.

Los procesos cuyo potencial impulsor es la difdeede presion se clasifican
normalmente en cuatro grupos, dependiendo del @rdaflas particulas o moléculas
que son capaces de separar, lo que se encuentran@nte relacionado con el tamafio
de poro y la estructura de las membranas. A meglideel tamafio de poro se hace mas
pequeiio, la resistencia de las membranas a lddransia de materia se hace mayor y
la presion aplicada debe aumentarse proporcionémen
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Particulas en suspension

Microfiltracion

3 %

$—%

'_;.‘ Moléculas pequefias
L Sales divalentes
*wg® Acidos disociados

. o Macromoléculas
Ultrafiltracion -

Nanofiltracién

Sales monovalentes

Sarnaali indaisi Acidos no disociados

Agua

Figura 10. Los cuatro procesos con membranas cuya fuerza songués la diferencia

de presion

Los cuatro procesos son los que aparecdaFigura 10:

- Microfiltracion (MF): Se emplea para separar particulas en el intedealo
0.05 a 10 um y utiliza membranas porosas con andkgaro de poros. La
retencidén de las particulas se produce como coeseizude su tamafio y
forma. Es el proceso con membranas que mas seeparda filtracion
convencional.

- Ultrafiltracion (UF): Permite la separacion de moléculas relativamente
grandes en el intervalo comprendido entre 2 y 180 como proteinas,
polimeros, particulas coloidales y emulsiones. gegueiias moléculas, tales
como sales y compuestos organicos de bajo pesocuhemiepermean
libremente a través de la membrana.

- Nanofiltraciéon (NF): Proceso con membranas cuyo intervalo de operacion
se encuentra comprendido entre la UF y la Ol, @l @ermite retener
moléculas organicas de bajo peso molecular e iongdts/alentes.

- Osmosis Inversa (Ol):Proceso con membranas que permite retener
moléculas de bajo peso molecular, como sales. tema®n de disolventes
organicos no es generalmente muy elevada debide #enden a disolverse

en la membrana.
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Esta clasificacion es orientativa, ya que los Esiitle tamafio de poro entre un
tipo y otro no son tan claros.

Los procesos de separacion con membranas estamineap&ando un gran
desarrollo con numerosas aplicaciones industrigi@gjue presentan algunas ventajas

como bajo coste, elevada selectividad o facil psescala.

Por otro lado, presentan una serie de inconversanige los que cabe destacar
la polarizacion de concentracion y el ensuciamigigtda membrana, ya que da lugar a

una disminucién de la densidad de flujo de permeado

La polarizacion de concentracion se caracterizalp@cumulacién de solutos
sobre la superficie de la membrana, apareciendognadiente de concentraciéon
parcialmente contrarrestado por la difusion, coméxion de perfiles de concentracion

en la interfase membrana-disolucion.

La concentracion de soluto sobre la superficieadeémbrana puede aumentar
hasta alcanzar un valor limite que depende detlaalaza del soluto, correspondiente a
la concentracién en la que el soluto pasa a ladodm gel, quedando las moléculas
parcialmente inmovilizadas. Esta capa de gel dificain mas la transferencia de
materia a través de la membrana. Alcanzada la otmacgn de gel, un incremento

posterior de la presion solo aumentaria el espksta capa.

Este fenbmeno no puede evitarse, sin embargo, gkl@aninimizar su efecto

con una buena seleccién de las condiciones deafera

El ensuciamiento es el conjunto de fendmenos guotilbayen a modificar las
propiedades de filtracibn de la membrana, aumentad resistencia hidraulica y
provocando la disminucion de la densidad de flggpdrmeado. Todos los fenbmenos

son de naturaleza fisico-quimica y obedecen a waai@s de las causas siguientes:

1. Bloqueo total o parcial de los poros.
2. Adsorcién de solutos sobre la superficie dedafrana.
3. Interacciones entre el soluto y la membrana.

4. Precipitacion y depdsito de particulas sobmaifzerficie de la membrana.
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Membrana

Flujo
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Adsorcién | -
L—% »
®
: -
-
Bloqueo -
de poros ‘ >
Polarizaclén por
Capa concentracion
de gel

Figura 11.Causas de ensuciamiento de la membrana

A diferencia de la polarizacion por concentraci@l, ensuciamiento es
normalmente un fendmeno irreversible que debereeitgya que provoca un descenso
de la densidad de flujo de permeado y un detederlas membranas que pueden llegar

a dejarlas indtiles.

Por norma general, la capa de polarizacion esdasglelimina a base de lavados

con agua, mientras que lo que queda corresporatesatiamiento.

Jo . _J1.__ I

% POLARIZACION POR
+ CONCENTRACION

| ENSUCIAMIENTD

t
Figura 12.Disminucién del flujo de permeado por ensuciamignpolarizacion por
concentracion
Para eliminar el ensuciamiento es necesario egalima limpieza de la
membrana, ya que es el proceso en el que tiene lagdiminacion de particulas y
sustancias que no forman parte de la membranateBxiges tipos: fisica, quimica y

bioldgica.
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2.5.1.1 “Tight Ultrafiltration” y “Loose Nanofiltration”

Como se comentd anteriormente, la clasificacioalgs orientativa, ya que los
limites de tamafio de poro son poco claros. Por, ellopaso de ultrafiltracion a
nanofiltracién es algo difusa.

De esta manera, se crearon dos términos nuevogngunglés se denominaron

tight ultrafiltration y loose nanofiltration.

- Tight Ultrafiltration: En espafiol, se puede traducir literalmente como
“ultrafiltracion apretada”. Son aquellos casos,J@nque el tamafio de poro es
cercano a 1000 Da, en el limite con la nanofiltraci

- Loose Nanofiltration: En espafiol, se puede traducir literalmente como
“nanofiltracion floja”. Son aquellos casos, en lpse el tamafio de poro es

cercano a 1000 Da, en el limite con la ultrafiibac

En ambos casos el transporte hacia la membragcame®ctivo, mientras que
cuando retorna por gradiente, el transporte essiddu Se trata de una combinacion
intermedia, ya que el transporte en 6smosis investa gobernado por difusion,

mientras que en microfiltracién es convectivo.

2.5.2 Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HEI).

La cromatografia liquida de alta eficacia se enudédntro de la cromatografia
de elucion. En ella, un liquido (fase movil) cim@n intimo contacto con un sélido u
otro liquido inmiscible (fase estacionaria). Alroducir la mezcla de sustancias a
analizar en la corriente de fase movil, cada anaManzara a lo largo del sistema con
una velocidad diferente que va a depender de sidafi por cada una de las fases. Esto
supone que una vez terminado el analisis, cadaleinas sustancias introducidas en el

sistema eluira a distinto tiempo, y por lo tant@eeluce la separacion de las mismas.
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Atendiendo a la polaridad de la fase estacion@eapuede clasificar en dos
grupos:

- Cromatografia en Fase Normala fase estacionaria esta constituida por un
liquido de caracter polar. Como fase movil se emplenezclas de
disolventes apolares (hexano, pentano) con distdsguolares (cloroformo,
diclorometano, etanol, metanol, THF o acetonitrii®e utiliza para la
separacion de compuestos muy polares. En esteddporomatografia el
orden de elucion estad gobernado por interaccioadfpd polar: los solutos
polares quedan més retenidos.

- Cromatografia en Fase Reversha fase estacionaria esta constituida por un
liquido de caréacter apolar. Como fase movil se earpmezclas de agua con
disolventes polares miscibles, como metanol o adétm siendo la fase
movil mas polar que la fase estacionaria. Se empdea la separacion de
mezclas de compuestos de polaridad baja. La sé@aracurre como
consecuencia de las diferencias en la superfioage los componentes de
la muestra. Los compuestos menos polares seransohdisies en la fase
estacionaria que los polares. Por tanto, al caattare en la fase normal, los
compuestos mas polares estardn menos reteniddssgoeenos polares. Los
tiempos de retencién disminuyen cuando menor speof@rcion de agua en
el disolvente.

Los componentes basicos de un cromatdgrafo sopogitsro de suministro y

mezclador de fases moviles, inyector de muestianuma y detector/registrador.

Para la identificacion de picos, se utilizé un esenetro de masas acoplado a
un cromatografo (LC-MS). Una vez han sido separémopéptidos en el cromatdgrafo,
pasan al espectrometro de masas que realiza uidae masas, identificando los
picos. El Unico inconveniente es que se sabe quidpé estan presentes en la muestra,

pero no se puede asociar con los picos del cromaatty
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3. MATERIALES Y METODOS
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3.1. Hidrdlisis y determinacion de péptidos de 188
3.1.1 Hidrdlisis de BSA

Para la realizacion de la hidrolisis se utiliza dktbina Sérica Bovina (BSA)
obtenida a partir de plasma bovino ultrafiltradcayHdos fases de separacion, una
primaria en la que se emplea el método de termataaign (shock térmico) con
protector sobre albumina y precipitaciéon selectéra disolvente organico (alcohol
etilico) a baja temperatura. La separacion secimdarealiza utilizando las técnicas de
ultrafiltracion, diafiltracion y microfiltracion awluta esterilizante. El producto final es
un polvo en forma de escamas, de un color amauollgruna pureza superior al 98%.

Dicha proteina es suministrada por los laboratof@@DESA S.A. (Argentina).

Figura 13.Bote de BSA y producto en polvo

La enzima usada fue una tripsina de pancreas bo{iid26-1G, Sigma-
Aldrich, USA). Atendiendo a la ficha técnica, seega observar que esta tripsina fue
tratada con TPCK (L-1-Tosilamida-2-Feniletil-Cloretilcetona) para reducir la
actividad de la quimotripsina, puesto que normatmemesenta dicha actividad. El
producto final es un polvo blanquecino liofilizabtallante, libre de sales y con una

capacidad de actuacion mayor de 10000 unidades B®ERIiligramo de proteina.

En todos los casos se utilizdé un ratio E/S de fju® fue escogido en base a
trabajos anteriores, asi como por razones logsstizara asegurar una buena hidrdlisis

en tiempos relativamente bajos
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La hidrélisis de la BSA fue realizada a dos escalas se explicaran a

continuacion.

El objetivo que se perseguia en los primeros exygarios era la obtencion
del mayor grado de hidrélisis posible de la BSA stémdola a distintos
tratamientos térmicos previos a la hidrdlisis. &F snuchos ensayos que
tenian como finalidad la busqueda de la temperaiptama para que el
grado de hidrdlisis fuera maximo se preparé0 unalutsdn de BSA de
concentracion 3 g/L en 200 mL de volumen. El digpas experimental
estaba equipado con una placa calefactora que tgeerali control de la
temperatura y un equipo que nos permitia contedlpH, suministrando una
disolucién basica (NaOH 0,1N) o &acida (HCI 0,1N)rgpajustar las
condiciones disefiadas para cada experimento. Hpequilizado es el
Crison pH-Burette 24

En todos ellos se mantuvo el pH éptimo de la enzilma8, y se hicieron
diferentes ensayos donde se vario la temperatsdedes 37°C (temperatura

Optima de la tripsina) hasta los 85°C, pasanddagmoperaturas intermedias.

Figura 14. Crison pH-Burette 24
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- Una vez realizados dichos experimentos y estalascids condiciones
Optimas de hidrdlisis, se aumenté a un volumeniselution de 1L. Para
ello, se utilizé6 un reactor encamisado de 1 L deacalad conectado a un
bafio de agua (para controlar la temperatura) y aquipo de membranas
gue se utilizan para el fraccionamiento. Para atrobde pH se utilizo el
pHmetro pH 28 (Crisonpue al igual que en el anterior caso, suministra
disolucién béasica (NaOH 0,1N) o acida (HCI 0,1N)gpaontrarrestar los

cambios de pH.

Figura 15. pHmetro pH 28

Una vez alcanzados el pH y la temperatura deseadoagiciona la tripsina y
por lo tanto comienza la hidrolisis, que en todws ¢asos tendra una duracion de 3
horas. Se toman muestras del hidrolizado cada hbtos, tiempo al cual se llevara a
cabo un registro de pH, temperatura, absorbanoig@uctividad y consumo de base
(NaOH). Este ultimo dato es muy importante ya queauir del mismolg) se calcula

el grado de hidrdlisis alcanzado.

BIN
DH(%)=——2—0100
MTOT m

DondeB (mL) es el volumen de base consumida(mol L) es la normalidad
de la baselM (g) es la masa de proteirtg,: (7.2 meqv/g proteina) es el numero total de
enlaces peptidicos en el sustrate s el grado medio de disociacion de los grupos
amino de la BSA. Este ultimo pardmetro fue calonla@torde con el trabajo de

Camachceet al.dando un valor de 0.80 para un pH 8.
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A las muestras tomadas en las primeras hidrokslesadicion6 100 pL de HCI
0,1N, para detener la actividad de la enzima. M#edaate se observd que no era

necesaria esta adicion de aci®egultados y Discusifin

3.1.2 Determinacion Analitica

Una vez finalizada la hidrdlisis, se procede alliasisade las muestras de
hidrolizado que fueron tomadas cada 15 minutos cgaee comentd anteriormente.
Para el analisis de las mismas se utilizé la técdie cromatografia liquida de alta
resoluciéon en fase reversa (RP-HPLC) que permiteerhain seguimiento de la
hidrolisis, pudiendo comprobar cuales son los pégtformados a lo largo del tiempo.

El equipo utilizado fue un cromatégrafo Agilent 028eries RR de Agilent
Technologies (Santa Clara, California). Este equipme 3 mddulos: una bomba
binaria, un automuestreador y un detector DAD (Biédray). Para la separacion de los
péptidos se utilizd6 una columna Microsorb-MV 30@88 de Varian Inc. (Palo Alto,
California). El software con el que se controlahdiequipo e€hemstatiorgue permite

establecer los parametros de trabajo asi comaddéerxion y registro de los datos.

Figura 16. Cromatografo Agilent 1200 series RR de Agilenthiresfogies

Debido a la sensibilidad de la columna, se deberwertevarios cuidados
necesarios para su correcto funcionamiento: lastrageque van a ser analizadas deben
ser filtradas con filtros de acetato de celulosaudeamafno de poro de 0,45 um; la
concentracion debe ser menor de 1g/L, por lo queasa diluir la muestra en una

proporcion 1:5; y el volumen de inyeccion de muwest de 20 L.
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Para la realizacion de los analisis se emplearsrigos de fases moviles:
- Fase A: 100 % Agua Milli-Q
- Fase B: 100% Acetonitrilo

Ambas fases contienen un porcentaje de 0,1% deoAifluoroacético (TFA)
cumpliendo tres funciones:

+ Mantener el pH &cido.

+ A pH &cido los péptidos van a estar protonadpsnyo tanto, con el TFA van

a formar un par ionico.

+ Unirse a los grupos silanol libres que esténaetblumna, evitando asi que el

analito quede retenido por alguno de ellos.

Se hicieron diferentes ensayos cambiando las primp@s de fases méviles y el
tiempo de analisis. Finalmente, los parametros ateuados han sido los que se
muestran en l&abla 7.

Tabla 7. Gradiente y tiempo de elucion de las fases mvile

Tiempo (min) Fase Movil A Fase Movil B
0 95 5
1 95 5
40 45 55
45 10 90
50 10 90

Por ultimo se deja 2 minutos gest-timepara que se alcancen las condiciones

iniciales entre los analisis de dos muestras.
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3.1.3 Fraccionamiento del hidrolizado mediante técas con

membranas

Los experimentos se llevaron a cabo con membrargénicas planas y se
realizaron utilizando el dispositivo experimentalld segunda tanda de ensayos (reactor
encamisado de 1L conectado a un bafio de aguasteaha de membranas) comentado

anteriormente.

Figura 17.Dispositivo experimental para el trabajo con meanbs

Una vez transcurrido el tiempo de hidrdlisis, elrblizado se bombea a través
de las membranas (con ayuda de una bomba de rotweniendo las corrientes de
permeado y concentrado (recogiendo muestras dexdicbrrientes cada cuarto de
hora). Se hicieron estudios a diferentes pH yrdessi fuerzas ionicas, manteniendo en
todo momento una diferencia de presion constantlilres y una potencia de bomba
de 4 (la presion de entrada y salida para quers@lalesa diferencia de presion variara
de una membrana a otra). Previamente a su usewsedl cabo la caracterizacién de
todas las membranas con agua destilada a diferemediciones de presion y

temperatura.
Para los experimentos se utilizaron tres membrdealstinto tamafio de poro:

- Membrana Pellicon Mini-Holder de Millipore (Massassets, USA) de
PESU con un tamario de poro de 5 kDa.

- Membrana de ultrafiltracion de celulosa estabil&zédydrostat) de Sartorius
Stedim Biotech (Goettingen, Alemania) con un tamagiporo de 2 kDa.

- Membrana de ultrafiltracion de Sartorius Stedim t8ih (Goettingen,

Alemania) de PES con un tamario de poro de 1 kDa.
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La forma de trabajo con el equipo de membranasldugiguiente: una vez
alcanzado el pH y la temperatura se alimenta ebhzéhdo al equipo y se recogen y se

miden las corrientes de permeado y concentradodd® 15 minutos durante una hora.

Una vez terminado el ensayo a pH 8, se acidifiggHa6, dejando que se
estabilice, y se hace exactamente lo mismo queudosg acaba de mencionar. Por

altimo se realiza el experimento a pH 4 siguieradorhismas pautas.

Las muestras que tengan mayor interés seran aedizaon el HPLC analitico,
llevando a cabo el mismo tratamiento que se meac@nprincipio (filtracion y

dilucion).

Todos los cromatogramas junto con el resto de nm&gron obtenida de todos

los experimentos seran comentados en el apartadesidtados y Discusian
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

46



En este apartado se iran comentando y analizadds tos resultados obtenidos
durante el trabajo de experimentacion. Para ellte epartado se dividirA en varias

partes para facilitar la comprension de todos $tgdeos y ensayos llevados a cabo.

En primer lugar se expondran todos los péptidogces obtenidos al llevar a
cabo la hidrdlisis de la BSA con la tripsina. Tabla 8incluye todas las propiedades
fisico-quimicas que permitiran explicar y realizara buena interpretacion de los

resultados de los experimentos con membranas.

A continuacion se comentara ampliamente y con ldethlestudio que llevaba
por objetivo la desnaturalizacion de la BSA parmewtar el grado de hidrdlisis. Para
ello, se realizaron varios tratamientos térmicavims a la misma para poder fijar las

condiciones 6ptimas para realizar la segunda pattexperimento con membranas.

Una vez fueron establecidas las condiciones empazéegunda fase del
proyecto que consistia en realizar varios experioagepara el fraccionamiento de los
péptidos con tres tipos de membranas. Hay vari@stagos, uno primero que se
corresponde con la caracterizacion de las tres marab utilizadas. Dicho sub-apartado
es fundamental y muy importante para el trabajolasmismas. La segunda parte es el

fraccionamiento de los péptidos con las membraeasdtdafiltracidbn/nanofiltracion.

En laTabla 8 se incluyen los 78 péptidos teodricos que debeanense en la
hidrolisis de la BSA con tripsina. La enzima catgéptido en las posiciones carboxilo
de residuos de Arginina o Lisina (excepto si valazdos a Prolina). En la tabla se
incluyen los pesos moleculares de cada péptidovgnea proporcionar informacion
importante para entender el comportamiento de Idsmos en la parte de
fraccionamiento con membranas. Ademas también kell@ael punto isoeléctrico
mediante la herramienta de la base de datos delaskxppl/Mw; Ia
hidrofobicidad/hidrofilia (expresada en Kcallres)través de la herramienta Gravy
Calculator de la Universidad de Greifswald. Pormidt se calculé la carga de cada
péptido a distintos pH (2, 4, 6, 8 y 10) con oteramienta de la base de datos del
Expasy.

La combinacion de todos los valores calculadosa skr gran ayuda para

entender la transmision de los péptidos a travéasdmembranas.
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Tabla 8.Péptidos tedricos obtenidos del hidrolizado de BSAtripsina y propiedades de los mismos

CONCENTRACION

BSA + TRIPSINA PM (Da) | DEL PEPTIDO EN| PI | Carga| Carga| Carga| Carga| Carga| HIDROFOBICIDAD
LA PROTEINA pH2 | pH4 | pH6 | pH8 | pH10
(mM)

GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK 2435,82 0,035| 5,32 29 1,5 -0,2 -1,7 -4,0 0,26
DAIPENLPPLTADFAEDK 1956,14 0,028| 3,77 1,9 -0,3 -3,9 45| -55 -0,56
HPYFYAPELLYYANK 1889,14 0,027| 6,74 29 1,8 0,8 -0,5 -3,5 -0,57
WVTFISLLLLSSAYSR 1856,19 0,027| 8,75 1,9 1,1 1,0 0,5| -0,5 1,12
LFTFHADICTLPDTEK 1851,10 0,027| 4,54 29 1,3 -1,2 -2,7 -4,5 0,04
MPCTEDYLSLILNR 1667,96 0,024| 4,37 1,9 05| -1,0| -1,7 -3,5 0,06
PCFSALTPDETYVPK 1667,80 0,024| 4,37 1,9 0,5 -1,01 -1,8 -4,0 -0,27
DAFLGSSFLYEYSR 1654,80 0,024| 4,37 1,9 05| -10( -15( -3,0 -0,14
YNGVFQECCQAEDK 1633,77 0,024| 4,14 1,9 0,3 -1,9 -3,01 -5,9 -0,91
ECCHGDLLECADDR 1578,71 0,023| 4,10 2,9 0,7 -3,1 -5,2 -7,9 -0,62
ETYYGDMADCCEK 1527,66 0,022| 3,92 1,9 0,0 -29 40| -7,4 -0,99
VPQVSTPTLVEVSR 1511,74 0,022| 5,97 1,9 0,8 0,0 -05( -1,0 0,21
DDPHACYSTVFDK 1497,60 0,022]| 4,41 29 1,3 -1,2 -2,7 -5,0 -0,82
LGEYGFQNALIVR 1479,70 0,021| 6,00 1,9 0,8 0,0 -05| -15 0,29
TVMENFVAFVDK 1399,62 0,020( 4,37 1,9 0,5 -1,01 -15 -2,5 0,57
EYEATLEECCAK 1388,53 0,020| 4,09 1,9 0,0 -29 -4,01 -6,9 -0,63
YICDNQDTISSK 1386,50 0,020| 4,21 1,9 0,5 -1,01 -1,8 -4,0 -0,83
SLHTLFGDELCK 1362,56 0,020| 5,30 2,9 15| -0,2 -1,7 =3,5 0,06
TCVADESHAGCEK 1349,45 0,019 4,65 29 1,3 -1,2 -3,01 54 -0,52
HLVDEPQNLIK 1305,50 0,019 5,32 2,9 15| -0,2 -1,5| -25 -0,58
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HPEYAVSVLLR 1283,49 0,019| 6,75 29| 18 0,8 -0,5 -1,5 0,26
PDPNTLCDEFK 1278,40 0,018 4,03 1,9/ 0,3 -1,9 -2,7 -4,5 -1,15
LVNELTEFAK 1163,34 0,017 4,53 1,9 05 -1,0 -1,5 -2,5 0,13
EACFAVEGPK 1050,19 0,015 4,53 1,9 05 -1,0 -1,7 -3,5 0,02
CCTESLVNR 1024,10 0,015 5,99 1,9/ 08 0,0 -1,01 -2,9 0,00
SHCIAEVEK 1015,15 0,015| 5,38 29 15 -0,2 L7/ -3,5 -0,21
QTALVELLK 1014,20 0,015 6,00 1,9/ 08 0,0 -0,5 -1,5 0,64
QNCDQFEK 1011,00 0,015| 4,37 19| 05 -1,0 L7/ -3,5 -2,01
LVVSTQTALA 1002,18 0,014 5,52 09| 01 0,0 -0,5 -1,0 1,39
NECFLSHK 977,10 0,014 6,74 29| 18 0,8 -0,7 -2,5 -0,73
DLGEEHFK 974,04 0,014 4,65 29| 13 -1,2 -2,5 -3,5 -1,425
YLYEIAR 927,07 0,013| 6,00 19| 08 -0,1 -0,5| -2,0 -0,07
AEFVEVTK 922,05 0,013 4,53 1,9 05 -1,0 -1,5 -2,5 0,18
DDSPDLPK 885,93 0,013 3,93 1,9/ 03 -1,9 -2,5| -35 -1,83
LCVLHEK 841,04 0,012 6,74 29| 18 0,8 -0,7 -2,5 0,53
ATEEQLK 817,89 0,012| 4,53 1,91 05 -1,0 -1,51 -25 -1,36
LVTDLTK 788,94 0,011 5,84 1,9 08 0,0 -0,5 -1,5 0,43
NYQEAK 751,79 0,011 6,00 1,9/ 0,8 0,0 -0,5| -2,0 -2,32
VLTSSAR 732,80 0,011 9,72 19 11 1,0 0,5 0,0 0,43
CCAADDK 724,80 0,010 4,21 1,9 05 -1,0 2,01 -44 -0,33
PILLEK 711,90 0,010 6,43 1,9/ 08 0,0 -0,5 -1,5 0,52
SEIAHR 711,78 0,010| 6,47 29 18 0,8 -0,5| -1,0 -0,95
GACLLPK 700,89 0,010( 8,22 19 11 1,0 0,2 -1,5 0,86
AWSVAR 688,78 0,010 9,79 19 11 1,0 0,5 0,0 0,27
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TPVSEK 659,74 0,010| 5,66 19/ 08 0,0/ -0,5 -15 -1,05
QEPER 657,68 0,009( 4,53 1,91 05 -1,0| -15| -2,0 -3,32
CASIQK 648,78 0,009 8,22 19 11 1,0 0,2 -1,5 0,10
IETMR 648,78 0,009| 6,00 1,91 0,8 0,0 -0,5( -1,0 -0,46
PESER 616,60 0,009 4,53 19 0,5 -1,01 -15| -2,0 -2,78
AFDEK 608,65 0,009| 4,37 1,91 05 -1,01 -15| -25 -1,26
ECCDK 596,60 0,009 4,37 19( 0,5 -1,0( -2,0| -44 -1,18
VASLR 544,65 0,008 9,72 19 11 1,0 0,5 0,0 0,9
FWGK 536,63 0,008| 8,75 19( 11 1,0 0,5| -0,5 -0,60
ADLAK 516,59 0,007| 5,88 1,91 0,8 0,0 -0,5( -15 0,00
FGER 507,55 0,007 6,00 19( 0,8 0,0 -0,5( -1,0 -1,40
DTHK 499,52 0,007 6,74 29 1.8 0,8 -0,5| -15 -2,83
GVFR 477,56 0,007 9,75 19 11 1,0 0,5 0,0 0,53
LSQK 474,56 0,007| 8,75 191 11 1,0 0,5 -05 -1,10
DVCK 463,55 0,007 5,83 1,9( 0,8 0,0 -0,7 -2,5 -0,18
ADEK 461,47 0,007 4,37 1,91 05 -1,0| -15| -25 -2,28
CCTK 453,58 0,007 8,29 19 11 1,0 0,0 -24 0,10
YTR 438,48 0,006( 8,75 19 11 1,0 0,5 -05 -2,17
VGTR 431,49 0,006( 9,72 19( 11 1,0 0,5 0,0 -0,35
SLGK 403,48 0,006| 8,47 191 11 1,0 0,5 -05 -0,33
FPK 390,48 0,006( 8,75 19 11 1,0 0,5| -0,5 -0,90
QIK 387,48 0,006 10,1 19 11 1,0 0,5 -05 -0,97
VHK 382,46 0,006 8,73 29| 21 1,8 0,5 -0,5 -0,97
VTK 346,43 0,005| 10,1 191 11 1,0 0,5 0,5 -0,13
ALK 330,43 0,005| 8,80 19( 11 1,0 0,5 -0,5 0,57
LAK 330,43 0,005( 8,75 19 11 1,0 0,5 -05 0,57
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QR 302,33 0,004 9,75 19( 11 1,0 0,5 0,0 -4,00
FK 293,37 0,004 8,75 191 11 1,0 0,5 -05 -0,55
LR 287,36 0,004 9,75 191 11 1,0 0,5 0,0 -0,35
HK 283,33 0,004 10,1 29 21 1,8 0,5 -05 -3,55
MK 277,38 0,004 8,50 19( 11 1,0 0,5 -0,5 -1,00
EK 275,30 0,004( 6,10 1,91 0,8 0,0 -0,5| -15 -3,70
LK (x3) 259,35 0,004| 8,75 19( 1.1 1,0 0,5| -0,5 -0,05
PK 243,31 0,004 10,1 19 11 1,0 0,5 -05 -2,75
R (x4) 174,20 0,003 9,75 191 11 1,0 0,5 0,0 -4,50
K (x3) 146,19 0,002| 8,75 191 11 1,0 0,5 -05 -3,90

** Los peptidos de color violeta son aquellos que pueden presdntactividad de acuerdo con la revision bibliogaf realizada.
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4.1 Hidrolisis

4.1.1 Hidrdlisis sin Tratamiento Térmico

El primer experimento que se llevo a cabo se r@aizlas condiciones de pH y
de temperatura requeridas por la tripsina, sieBdiD y 37°C respectivamente. El ratio
E/S con el que se trabaj6 fue 1:100 (Fernandez; Z4e&z-Benita 2013).

En estas condiciones de pH y temperatura se puegevar en el cromatograma
que la hidrdlisis no se ha completado, ya que erota 40 minutos se puede ver un pico
gue al integrar se observa gue tiene un area arabie.

DADLI A, Sig=214,4 Ref=off (PAULA\L11213 HIDROLISIS BSA 2013-12-11 10-57-49\111213 FRACCION BSA 3 H.D)

mAU

BSA

35

mem |

154

10+

-—T— ]
5 10 15 20 25 30 35 40 min

Figura 18. Cromatograma del hidrolizado de BSA con ratio @:&Dcabo de 3 horas

Este pico es el correspondiente a la BSA, lo quergudecir que no se ha
llevado a cabo la hidrélisis por completo. A padée las férmulas ya descritas en el
apartado deéMateriales y Métodose obtuvo un grado de hidrdlisis del 13,06%. En la
Figura 19 se puede observar como evoluciona el grado délisidren funcion del

tiempo.
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Figura 19. Evolucién del grado de hidrdlisis de la BSA en fonadel tiempo

Se puede observar como a los 15 minutos ya seitiaslitado un 7,93% de los
enlaces atacables por la tripsina y va aumentando @ poco, hasta que llega a los 90
minutos. A partir de este momento, practicament@aeatiene constante, pasando de un
12,36% a un 13,06%. Esto se debe a que la triggli@onada ya atac6 a todos los

enlaces potencialmente atacables que tenia aa®sibl

Teniendo como referencia el trabajo de Saéz-B€Ra3) se puede comentar
gue dichos resultados son los esperados. Por \elkiguiendo con su trabajo, se

pretende alcanzar el maximo de grado de hidrdsis BSA.

Por otro lado, en comparacion con los grados delisd que obtuvieron otros
autores (D. Shi, Z. He, W. Qi, 2005) se observa egtan muy proximos al 13,06%
obtenido en este primer experimento, entrando deidgl rango que va desde el 6 al
14%(Figura 20). 18
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Figura 20. Evolucion del grado de hidrdlisis en experimeraahstintas
temperaturas (D. Shi, Z. He, W. Qi, 2005)
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Como ya se ha comentado en el apartado tedriabilemina de suero bovino
tiene una estructura globular, donde el 90 % eastétituido por hélices alfa. Dicha
conformacion puede provocar un descenso del gradoidiélisis, ya que la tripsina

puede no tener accesible los enlaces a los que atac

Lo que se pretende con el tratamiento térmico ee kg proteina se
desnaturalice, dejando asi a la luz todos los eslatacables para que la tripsina pueda
acceder a ellos con mayor facilidad y de esta naaserconsiga un mayor grado de
hidrdlisis.

4.1.2 Adicion de Acido Clorhidrico

De forma transversal se hizo un breve estudio slabimafluencia de la adicion

de HCI en las muestras preparadas para su araligisHPLC analitico.

Como ya se coment6 en el apartaddvidgeriales y Métodaosla adicién de un
pequefio volumen de acido clorhidrico tenia politiad parar la reaccion de hidrélisis.
Esta medida, propuesta en un primer momento, temi@ finalidad poder comparar los

analisis entre experimentos y tiempos constantésdiélisis.

Se tomaron dos muestras de la fraccion de 15 nspetauna de ellas se le
adicion6 los 10uL de HCI y a la otra nada. Se mneh dichas muestras en el
cromatografo y se obtuvo como resultado el cromratbg que se muestra a

continuacion.
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Figura 21.Cromatograma del hidrolizado a los 15 minutos c@h ¢dzul) y sin HCI

(rojo)
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Atendiendo al cromatograma pueden entrar dudasidambas muestras
presentan los mismos péptidos y en las mismasdeal®s. Para asegurarlo se debe
proceder a la integracion de picos y de esta maygrae estd en condiciones de

comparar am bas muestras.

Una vez fueron integrados todos los picos incluglode la BSA se pudo
comprobar que se obtenia el mismo resultado.d?@anto, a partir de este momento no
se va a afiadir acido clorhidrico para parar laciéacya que probablemente, tanto el
acetonitrilo con el que se mezcla en el cromatégramo el descenso de temperatura al
congelar las muestras cumplan la funcién de inacti@ enzima. Ademas, de esta

manera, se evita el riesgo de hidrolisis por adicié acido.

4.1.3 Hidrélisis con Tratamiento Térmico previo

Como se acaba de mencionar, la finalidad persegpataeste tratamiento
térmico previo a la hidrolisis es la desnaturai@acde la proteina, dejando asi los

enlaces atacables mas accesibles para la tripsina.

Consultando la bibliografia (Oakes, 1976), se tom@mo condiciones para el
tratamiento térmico una temperatura de 75°C dunamaehora. Ademas, por iniciativa
propia se diseflaron otros dos experimentos a 6B® Y, es decir, a 10° por encima y
por debajo de la temperatura de referencia. Adesmabsefié otro experimento a 93 °C

que sera explicado mas adelante.

Para el disefio de estos experimentos, se hizotudi@son diferentes rampas
de temperatura, modificando la temperatura dedaaplpara que en todos los casos se
alcanzase la temperatura en el mismo tiempo. Eostéms casos los ensayos van a
llevarse a cabo bajo agitacion y con el vaso deipitados tapado para evitar pérdidas

de calor.
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Figura 22. Rampas de Temperatura Seleccionadas

Atendiendo a ld&Figura 22 se observa que practicamente se alcanza a los 12
minutos la temperatura para el tratamiento térnfha. ejemplo, en el caso de 75°C se
programa la placa a una temperatura de 79°C y atem@a de agitador de 250 rpm.

Una vez fijados todos estos parametros puede tengenzo el tratamiento térmico.

Como ya se ha comentado en el apartadblateriales y Métodosse deja que
alcance la temperatura del tratamiento térmic@ grapieza a contar hasta 60 minutos,
haciendo registro de los mismos datos que en k& plarla hidrdlisis (conductividad,
absorbancia, pH, temperatura). Una vez completseajejaria enfriar la disolucion
hasta 37 °C, ajustando el pH a 8, condiciones @gtipara que la enzima ataque a los

enlaces potenciales.

Analizando laTabla 9se observa una primera tendencia decreciente, alaned
gue aumenta la temperatura hasta los 75°C, disemncioyde un 13,06% a un 8,33% el
grado de hidrdlisisEn el ensayo con tratamiento térmico a 85°C, smafcun grado de
hidrolisis de 10,21%, que es aproximadamente eimmigjue se alcanza con el

tratamiento térmico de 75°C.

Tabla 9Grado de hidrdlisis para cada uno de los ensayo$ra@amiento térmico

previo a la hidroélisis

Tratamiento Térmico Grado de Hidrolisis
SinTT 13,06 %
65 °C 10,48 %
75°C 8,33 %
85°C 10,21 %
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La explicacién a este descenso del graddidelisis entre los ensayos con
tratamiento térmico y sin él, se puede deber alguBSA se desnaturaliza a una
temperatura que si sobrepasa, vuelve a reagruggrsana nueva conformacion,
fendmeno conocido como agregacion, en la que lteces peptidicos atacables se

encuentran menos visibles aln.

Varias referencias bibliograficas aconsejan dejapg@rada la disolucion la
noche anterior para dejar que la BSA se hidrate pigesto que si se prepara el mismo
dia, se corre el riesgo de que la disolucién né bitratada en su totalidad, teniendo
como consecuencia una disminucién del grado délisdyr (debido a que la disolucién

no es homogénea).

A la vista de que los resultados no son los deseselopta por disefiar un cuarto
experimento con un tratamiento térmico previo lidgdlisis a una temperatura de 93°C
durante una hora. Una vez terminada la hidrélisisilgulado el grado de hidrolisis se
observa que se alcanz6 un 9,57%. Esta nueva disidimdel grado de hidrdlisis se
puede deber a lo ya comentado anteriormente, Euwetlizacion de la BSA en una
nueva conformacion donde los enlaces atacables este escondidos para la tripsina.

Por todo ello, se puede concluir que el mayor gaelhidrélisis obtenido en los
ensayos realizados es aquel en el que no se lieataoael tratamiento térmico previo.

La posible explicacion a este fendmeno, es queaga $uperado la temperatura
de desnaturalizacién de la BSA, provocando la agiég de la misma de manera que
los enlaces potencialmente atacables por la tapsinmedan menos accesibles, no

pudiendo llegar a ellos.

Haciendo referencia a la bibliografia se puede cobgr que la informacion que
proporcionan diversos autores es un tanto confpsasto que se han realizado
tratamientos térmicos a las temperaturas indicgdas se han obtenido los mismos
resultados. El siguiente paso a seguir seria lnifgacion de nuevos ensayos con
tratamientos térmicos disminuyendo la temperaturanypliando el tiempo del

tratamiento.
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Comparacion Hidrdlisis
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Figura 23. Comparacion de la evolucién de los grados de hgisdn todos los

ensayos con Yy sin tratamiento térmico

Una vez terminado este estudio se va a procedaacaionamiento de péptidos
con membranas de ultrafiltraciéon. A partir de ahdmahidrolisis se llevara sin
tratamiento térmico previo, a una temperatura d&C3y pH 8 durante 3 horas.
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4.2 Fraccionamiento con membranas

Como ya se mencion6 anteriormente, previamentalaajo con membranas es
necesario caracterizar las mismas para conocer ostpartamiento en distintas
condiciones. Para su estudio se mide la variacgrilugjo de permeado (J) en funcion

del parametro que se varia (presion, temperatpt#) o
4.2.1 Caracterizacion de las membranas

En este apartado se iran comentando todos loya@n#iavados a cabo con las

diferentes membranas para la caracterizacion deiksas.

Se sometio a las tres membranas a variacionesed®p, temperatura y pH, asi

como el estudio del flujo de permeado en funcidrtidmpo.

1. Efecto de la Presiéon

— 120,00
£ &
; 100,00
80,00 ¢
60,00 #5000 Da
\ 4
40,00 - [ ] W 2000 Da
1000 Da
20,00 ‘ o
4
0,00
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00
TMP (bar)

Figura 24. Efecto del aumento de presion (bar) sobre el fligipermeado J (L/Hn

Este experimento fue llevado a cabo a 37 °C, parala las condiciones del

experimento de hidrdlisis.

Como se puede observar, el flujo de permeado akatamla presion es mayor.
También se puede ver como en el caso de las meashdan1000 y 2000 Da, el efecto
de la presién es practicamente similar, sienddllpss un poco mayores en el caso de

la membrana de 2000 Da.

En contraste con esto, se ve que la presion delpakt la membrana de 5000
Da es practicamente similar pero el aumento deidoresn este caso, provoca un

aumento del flujo muy pronunciado.

59



2. Efecto del Tiempo
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Figura 25. Representacion del flujo de permeado frente algaede operacion

La siguiente medida que se realiz6 fue la variadéhflujo de permeado con

respecto al tiempo durante 30 minutos, recopildadeformacion cada 5 minutos. Este

ensayo tiene como finalidad comprobar si la mendnaoestra el mismo valor del

flujo a lo largo del tiempo, puesto que si hay uaaacion del mismo puede indicar que
hay ensuciamiento de la membrana, siendo necaesaidmpieza. En I&igura 25, se
puede observar que la relacion entre el flujo denpado de agua con respecto al

tiempo se ajusta perfectamente a una recta hoalzd&gto se debe a que en este caso, al

trabajar con agua no se produce el fendmeno deiansento.
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3. Efecto de la Temperatura
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Figura 26. Efecto del aumento de la temperatura (°C) sohitajelde permeado J

Atendiendo a l&igura 26 se puede ver el aumento de J a medida que selaleva
temperatura. Este efecto se debe a que la viscbdelaagua disminuye al aumentar la
temperatura, ademas de que el tamafio de poro pagdentar ligeramente por
dilatacion del mismo. Por todo ello, el flujo dermpeado aumenta al elevar la
temperatura, siendo mas pronunciado cuanto mayar ebetamafio del poro de

membrana, en este caso, la membrana de 5000 Da.

Una vez comentados todos los resultados relacisnemh la caracterizacion de
las tres membranas frente a la variacion de loanpeiros de presion, tiempo y
temperatura, se estudié el comportamiento de lasnas cuando se utiliza como

alimentacion el hidrolizado de proteina a distirbis
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Membrana 5000 Da TMP: 2 bar
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Figura 27. Variacion del flujo de permeado en funcién dely#kel hidrolizado y

comparacion con el flujo de agua, manteniendorfgégatura (37°C) y presion

constantes para las distintas membranas
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Tabla 10.Flujos de permeado de agua e hidrolizado en fardéddistintos pH

en membranas de 1000, 2000 y 5000 Da

J (L/hm?)
1000 Da | 2000 Da | 5000 Da
Agua 37,8 34,92 65,88
pH 4 7,92 28,80 32,4
pH 6 4,68 29,70 27,9
pH 8 4,68 27,00 18,27

A continuacion se analizaran los resultados mdssreen laFigura 27 y la
Tabla 10 En ellos se indican los flujos de permeado teaidy con agua y con los

hidrolizados a distintos pH para ver cuéles sowdamciones en el mismo

En la membrana de 5000 Da, el flujo de permeadoagma es mucho mayor
gue con el hidrolizado a cualquier pH, de hecho eohidrolizado el flujo se reduce

como media un 60%.

En el caso del experimento con la membrana de P@O@I flujo de permeado
con el hidrolizado disminuye en un 18% con respattagua. Con agua el flujo de
permeado es claramente mayor que con el hidroliaada@lquier pH. Sin embargo, con
la membrana PES se reduce un 60%, por lo tantefabrana Hydrosart se ve menos

afectada por las proteinas.

En la membrana PES el flujo de permeado del hichdb disminuye un 60%
con respecto al agua. Con el hidrolizado, el filigminuye al disminuir el pH, de pH 8
apH6un12% y de pH 6 a pH 4 un 36%, y de pHB & un 44%.

En la membrana Hydrosart el flujo de permeado disge un 20% con el
hidrolizado respecto al agua. Ademas, como se wdsar laFigura 27, el flujo apenas

varia al disminuir el pH.

La disminucién del flujo a pH &cido sufrido pomleembrana PES se explica por
el ensuciamiento de la membrana debido a la foldnade agregados peptidicos a pHs
acidos (péptidos con Pl acido que precipitan) a@amiento por parte de la enzima o

proteina no hidrolizada.
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Ademas la membrana PES tiene caracter negativanaleria de los péptidos
estan cargados positivamente, por lo que, por @fraeclectrostatica adsorberan mas,
provocando el ensuciamiento de la misma. A pH bakcmembrana se ensuciara
menos porque tiene caracter mas negativo y la rieayl® los péptidos tienen carga

negativa, por lo que seran repelidos.

Por otro lado, la membrana Hydrosart se ensuc@mdismo a cualquier pH
debido a su caracter extremadamente hidrofilico imueide la adsorcion de los

péptidos.

Por ultimo, en la membrana de 1000 Da, el flujo kmolizado es un 15% del
flujo con agua, es decir, que el flujo disminuyé &6%. Haciendo referencia a los
ensayos de A. Fernandez (2012), el flujo de permdaminuye al disminuir el pH, de
hecho disminuyo tanto que practicamente era posibl@edicion, por lo que flujos de

permeado a los pHs acidos son aproximados.

La disminucion del flujo de permeado segun disménuwgl pH, siendo
especialmente drastico en el Ultimo salto de pHoBl &, se puede explicar en base a la
tendencia a desnaturalizarse por parte de lasctsins proteicas a pH acido. Ademas,
en el caso del hidrolizado de BSA se pudo obsemgoerimentalmente un
enturbiamiento de la muestra asi como un aumeni@® fdemacion de espuma a medida
que disminuia el pH. Esta desnaturalizacion provaaaeacion de nuevas estructuras

de mayor tamafo, haciendo que el flujo disminugedida que el pH lo hace.

Una vez terminado el proceso de separacion medilsetécnicas con
membranas se comprobo la eficacia del procesazandb las muestras con el HPLC.
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4.2.2 Analisis de permeados y concentrados

En todos los experimentos con las tres membraragcegieron muestras a los
distintos pH tanto de concentrado como de permeagagdmas tarde fueron analizados
con el HPLC analitico para tratar de dar explica@dichos cromatogramas.

Para ello, lo primero que se hizo fue numerar |@ptidos sobre el
cromatograma, de manera que en funcion de los tienge elucion se pudieran

determinar los péptidos obtenidos posteriormentgianée las distintas membranas.

DAD1 A, Sig=214 4 Ref=off (PAULAREPETICION 12¢ HIDRO _ M8 2014-04-29 11-19-581290414 HIDRO 3 HORASD)
mAU

18|50 10 bs W tgs 20 ' 25 30 38
Figura 28 Péptidos obtenidos mediante fraccionamiento nurosrgdr orden

de eluciéon

Ademas de la identificacion de fracciones, se zéalin estudio comparativo en

base a las areas de los picos obtenidos en cad#frale permeado.
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- Membrana de 5000 Da

DAD1 A, Sig=214,4 Ref=off (PAULA\03042014 11°HIDRO_MB 2014-04-03 10-17-42\03042014 PERM PH8 60MIN.D)
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DAD1 A, Sig=214,4 Ref=off (PAULA\03042014 11°HIDRO_MB 2014-04-03 10-17-42\03042014 PERM PH4 60MIN.D)
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Figura 29. Cromatogramas de los permeados obtenidos con ldbraamde
5000 Da a pH 8,6 y 4 respectivamente
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DAD1 A, Sig=214,4 Ref=off (PAULA\270514 152 2014-05-27 10-32-13\270514 CONC PH4 60MIN.D)

Figura 30.Cromatogramas del concentrado obtenidos con lasnaas de 5000 Da a

pH 8,6 y 4 respectivamente
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Con la membrana de 5000 Da el numero de picos aggsen el permeado es
grande, debido a que el tamafio de poro es bagfartde. Segun disminuye el pH del
medio, aumenta el nimero de péptidos que atraviesanembrana. Cuanto mas
cercano sea el pH del medio al punto isoeléctriebpeéptido, con mayor facilidad

atravesaran éstos la membrana.

A pH basico hay mas flujo y menos transmision datigés, mientras que a pH
acido, pasan cada vez mas péptidos y en menodadntia disminucion del flujo es
debido a la adherencia de los péptidos a la meralpancargas electroestéticas, que a

su vez favorece la transmision, pasando mas péptido través.
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Membrana de 2000 Da
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Figura 31. Cromatogramas de los permeados obtenidos condasgranas
de 2000 Da a pH 8,6 y 4 respectivamente
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DAD1 A, Sig=214,4 Ref=off (PAULA\290514 13% REPEAT 2014-05-29 10-04-541290514 CONC PH8 60MIN.D)
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DAD1 A, Sig=214,4 Ref=off (PAULA\290514 132 REPEAT 2014-05-29 10-04-541290514 CONC PH4 30MIN.D)
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Figura 32. Cromatogramas de los concentrados obtenidos son la

membranas de 2000 Da a pH 8,6 y 4 respectivamente
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Con la membrana de 2000 Da aumentan los picosabsen el permeado,
aumentando segun disminuye el pH del medio, sisididares a pH 6 y a pH 4, como

se puede observar enHgyura 31.

En este caso se observa como existe un menor nudeenpéptidos en el
permeado que en el caso de la membrana de 5000sDhien la mayoria se mantienen
a los tres pH, algunos de ellos solo los encontsaah@cidificar el medio, y en mayor

proporcion a pH 4.

De nuevo, la mayor parte del hidrolizado pasoé @bfldel retenido como se
puede ver en I&igura 32 donde se observa como el pico correspondienteB&S M a
pH 4 ha disminuido. Esto quiere decir que se hasegudo hidrolizar en mayor

medida, debido al pH &cido del medio.
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-  Membrana de 1000 Da

DAD1 A, Sig=214,4 Ref=off (PAULA\260514 15° REPET 2014-05-26 15-20-04\260514 PERM PH8 60MIN.D)
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Figura 33. Cromatogramas de los permeados obtenidos con ldbraamde

1000 Da a pH 8,6, y 4 respectivamente
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DAD1 A, Sig=214 4 Ref=off (PAULA\270514 152 2014-05-27 10-32-13\270514 CONC PH8 60MIN.D)
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Figura 34. Cromatogramas de los concentrados obtenidos aoerabrana de 1000 Da
a pH 8,6, y 4 respectivamente
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En el caso de la membrana de 1000 Da, se obtuvkeréry 3 picosapH 8,6y

4 respectivamente.

En general, hay menor area de pico en los concaEstigue en el permeado, que
podria significar que hay menor concentracion depleptidos en el concentrado que en
el permeado. Dicha afirmacién seria légica, pugatoen los permeados, a pesar de que
hay varios picos con absorbancia muy destacablegaidad absorben practicamente

todos, pero tan poco que no se pueden integrar.

Es curioso que los picos de los que hay mas eromteatrado que en el
hidrolizado sean casi los mismos a los distintos. g*¢ro podria deberse a la forma de

integrar.

En la dltima hidrdlisis, en la que se utilizo lamiwana de 1000 Da, al contrario
que en las 2 anteriores (con la membrana de 206009 Da) en las cuales al
acidificarse el pH pasaban méas péptidos, el pHus pasan menos péptidos al
permeado es 4, seguido de 8 y finalmente 6.

En las anteriores ocurria que a pH basico hab&flm@ y menos transmision
de péptidos (pasaban menos y en menor cantidadyH/ mas acido, pasaban cada vez

mas péptidos y en menor cantidad aunque habia rflejms

La disminucion del flujo a pHs acidos puede expsieaen base a la formacion
de agregados. El flujo también disminuye a pHsa&citbn esta membrana. Por tanto,
puede que estos agregados pudiesen atravesartmsegoola membrana de 5kD y de 2

kD pero no en ésta de 1kD y por ello a pH 4 pasamos péptidos que a pH 6y 8.
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Figura 35. Comparacion de areas de picos a distintos pHacarembrana de 5000 Da
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Figura 36. Comparacion de areas de picos a distintos pHacarembrana de 2000 Da
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Figura 37. Comparacién de areas de picos a distintos pHaarembrana de 1000 Da
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La separacion en el cromatografo va a dependemsiedracteristicas de la
columna. En este caso, la separacion de los péptisien funcion de las afinidad del
analito por la fase mévil y la estacionaria, siepadtar y apolar respectivamente. Los
analitos que sean polares van a eluir primero, ee#r,dvan a aparecer antes en el

cromatograma.

Los analitos polares son aquellos que tienen aafatitas hidrofilas, y que por
lo tanto, tienen una mayor apetencia, en este pasda fase movil, ya que es polar. Por
el contrario, aquellos péptidos que sean hidréfoljpedaran retenidos en la fase

estacionaria, y por lo tanto eluirdn a tiemposedencion mayores.

Ademas de la hidrofobicidad, va a influir el tamafé péptido, como se puede
comprobar en laBiguras 35, 36 y 37a mayor tamafio de poro pasan un mayor niumero
de péptidos. En este caso, se puede ver como coantdrana de 5000 Da, pasan mas
de 20 péptidos, mientras que en la de 2000 Da Y Ii® pasan 11 y 6 péptidos

aproximadamente.

El flujo es inversamente proporcional a la trarssom. Cuando hay un flujo bajo
de permeado, hay una mayor transmision de los duéptiEsto se debe a que la
adherencia de los péptidos a la membrana por cazlpadroestaticas es mayor,
provocando una mejora en la transmision de losig@pipero una disminucion en el
flujo de permeado. Por todo ello, se debe lleganas condiciones éptimas para que

ambos parametros sean los adecuados para el egpayim

Por ultimo, se puede observar que el pH tambiayim considerablemente en
la transmision de los péptidos. Por lo generakid@sico pasan menos que a pH acido.
Si echamos la vista a Teabla 8 se puede comprobar que el valor de Pl mas fréeuen
es 8,75 (PI basico); sin embargo se puede decihgyena mayoria de péptidos con PI
acido en la hidrolisis de la BSA con tripsina. Rdp, pasan un mayor numero de
péptidos a pH &cido, ya que cuanto mas cercanoekgdd del medio al punto
isoeléctrico del péptido, con mayor facilidad agsara éste la membrana.
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Mediante la técnica de LC-MS, se llevd a caba&niificacion de péptidos en
una unica fraccién, debido a continuas averiaslesgq@po que no han podido ser
subsanadas en el tiempo de realizacion del proyewiose han podido realizar
identificaciones de péptidos de todos los ensag@szados, por lo que se incluyen aqui
solamente aquellos correspondientes a la fracdienala con la membrana de 1000
Da. Como ya se comentd en el apartadaCdesideraciones Tedricasesta técnica
permite identificar los péptidos presentes eneemgado, pero no se pueden asociar a

los picos.

Atendiendo a I&abla 11 se observa que en general pasan péptidos deffzeque
tamafio, la mayoria de un tamafio menor a 550 Da,dad de 700 y 800 Da; es decir,
todos por debajo del promedio del peso moleculd2)(8Sin embargo, los que pasan no

son los de menor tamafio. El mas grande tiene 7odcitios, siendo la mayoria de 4.

Analizando el punto isoeléctrico de los péptid@spbserva que practicamente
todos los que pasan tienen Pl basico, exceptoetignen Pl 6. En cuanto a la carga,
los que permean a pH 8 tienen carga practicamer@t® Qos basicos y -0,5 los neutros.

Se sabe que los péptidos atraviesan mejor la memalrpH cercano a su PI.

Por lo tanto, se puede concluir que la caracteaigirincipal de la que depende
que los péptidos permeen o no, es el peso molec)al menos, para estos péptidos

de tamafio menor a la mitad del MWCO de la membearia que mas parece influir.

Respecto a la absorbancia, hay 4 péptidos que npagseaminoacidos
aromaticos, los cuales aumentan la absorbancia. \AARStiene un Trp, FGER una
Phe, YTR una Tyr, y FWGK una Phe y un Trp. Pordanbn estos aminoacidos no se

puede establecer una relacion confiable respeabsa@rbancia y concentracion.

Los que mas sefial dan de todos los péptidos, satel@ y 3 aminoacidos, que

son precisamente aquellos que tienen fundamenttdraaemnoacidos alifaticos.
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Tabla 11.Péptidos identificados por LC-MS para la fracadilenpermeado a pH 8 con la membrana de 1000 Da

CARGA
BSA + TRYP PM (Da) CONCENTRACION DEL PEPTIDO EN LA PROTEINA (mM) PI pH2 pH4 pH6 pH8 pH10 HIDROFOBICIDAD

LVTDLTK Leu-Val-Thr-Asp-Leu-Thr-Lys 788,94 0,011 5,84 1,9 0,8 0,0 0,5 -1,5 0,43
AWSVAR Ala-Trp-Ser-Val-Ala-Arg 688,78 0,010 9,79 1,9 1,1 1,0 0,5 0,0 0,27

544,65 0,008 9,72 1,9 1,1 1,0 0,5 0,0 0,9
FWGK Phe-Trp-Gly-Lys 536,63 0,008 8,75 1,9 1,1 1,0 0,5 0,5 -0,60
FGER Phe-Gly-Glu-Arg 507,55 0,007 6,00 1,9 0,8 0,0 0,5 -1,0 -1,40
YTR Tyr-Thr-Arg 438,48 0,006 8,75 1,9 1,1 1,0 0,5 0,5 2,17
VGTR Val-Gly-Thr-Arg 431,49 0,006 9,72 1,9 1,1 1,0 0,5 0,0 -0,35
SLGK Ser-Leu-Gly-Lys 403,48 0,006 8,47 1,9 1,1 1,0 0,5 0,5 0,33
Qik GIn-lle-Lys 387,48 0,006 10,10 1,9 1,1 1,0 0,5 0,5 -0,97
ALK Ala-Leu-Lys 330,43 0,005 8,80 1,9 1,1 1,0 0,5 0,5 0,57

330,43 0,005 8,75 1,9 1,1 1,0 0,5 0,5 0,57
LR Leu-Arg 287,36 0,004 9,75 1,9 1,1 1,0 0,5 0,0 0,35
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Por ultimo se realizé un ensayo disminuyendo lazmednica. Para ello, se
llevd a cabo un proceso de diafiltracion. Se réabn las condiciones en las que se
obtenian un menor nimero de picos, en este cadt,8ay con la membrana de tamafio
de poro de 1000 Da. La diafiltracion consiste em@ogiendo el permeado, y a medida
gue el volumen de disolucion vaya disminuyendojasadicionando la misma cantidad
de agua. De esta manera, lo que se consigue es Wiluisolucién, y como

consecuencia disminuir la conductividad, y por eladeerza idnica.

Como se puede observar enFigura 38, la conductividad de la disolucion se
reduce practicamente a la mitad. La hipétesis sdbrgue se parte es que esa
disminucién de la conductividad sea provocada porgumembrana deja pasar las

sales, y no porgue pasen a su través péptidosrquequen dicho efecto.

Diafiltration
350

300

N
ul
o

200

Conductivity (pS/cm)
I
S

100
50
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 10 1,2 1,4 1,6
DV

Figura 38. Evolucion de la conductividad del hidrolizado endidn del

volumen de diafiltracion

Para verificar dicha hipotesis se realizO el misexperimento con una
disolucién de una sal monovalente como es el Na&Cfuérza ionica igual a la del
hidrolizado. Se observo que el efecto era exact@remmismo, una disminucién de la
conductividad de la disolucion a practicamente i@an como se puede comprobar en
la Figura 39. Este experimento permite, de esta manera, caafirla hipotesis

propuesta en un primer momento.
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Diafiltration

Conductivity (p5fem)

o 0,5 1.0 13 2,0 15 3,0

Figura 39. Evolucion de la conductividad de la disolucion dedNen funcion del
volumen de diafiltracion
En cuanto a los péptidos que atraviesan la membeanauede observar que
pasan los mismos que lo hacian en el primer expeetmnsin disminuir la fuerza ionica

(comparar cotrigura 33).

DAD1 A, Sig=214,4 Ref=off (PAULA\190614 16°HIDRO_MB 2014-06-19 11-37-57\190614 PERMEADO 180MIN.D)
mAU

Figura 40. Cromatograma del permeado obtenido con la memlol@i®00 Da
apH38



5. CONCLUSIONES
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. Se ha continuado con una linea de investigacidrnidiélisis enzimatica de BSA

sobre la que existe poca literatura aun.

. Se demuestra la dificultad de la hidrélisis congpléé la BSA usando tripsina
como enzima en las condiciones 6ptimas. Para megbgrado de hidrdlisis, se
realizaron ensayos con diferentes tratamientosi¢ésrpara desnaturalizar la
proteina, y de esta manera, dejar mas visiblesefdaces potencialmente

atacables por la enzima.

. La desnaturalizacion de la BSA se produce a ungdeatura, que Si se
sobrepasa se tiene como resultado el fendbmeno idonoomo agregacién, de
manera que los enlaces potencialmente atacablds pgpsina quedan menos
accesibles, no pudiendo llegar a ellos, provocamdalescenso del grado de
hidrolisis. Se propone la posibilidad de realiz&no® tratamientos térmicos a

temperaturas mas bajas y a tiempos mayores.

. A pesar de trabajar con un hidrolizado parcialhaevisto la posibilidad de
fraccionamiento de péptidos mediante las membrandigadas. Con la
membrana de 1000 Da pasan entre 4 y 7 péptidosndiepeo del pH del
medio, mientras que en la de 5000 Da y 2000 Danpasatorno a 20 y 10
péptidos respectivamente.

. Se observd que el flujo de permeado es inversamprdporcional a la
transmision de los péptidos. La adherencia de émigios a la membrana por
cargas electroestaticas favorecen la transmisidasdaismos, disminuyendo el

flujo de permeado.

. Atendiendo al pH del medio se puede predecir caa ser la transmision de los
péptidos en funcidn de su punto isoeléctrico. Exista mayoria de péptidos con
pl acido, por ello pasan un mayor niumero de péptadpH acido, ya que cuanto
mas cercano sea el pH del medio al punto isoetécttel péptido, con mayor

facilidad atravesara éste la membrana.
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7. Se realizé un experimento en el que se disminuyfutrza idnica por

8.

9.

diafiltracion para comprobar cual era el efectdeetmansmision de los péptidos.
Se vio que los péptidos que pasaban a traves uherdabrana eran los mismos
que sin disminuir la fuerza iénica. Sin embargocdamductividad disminuyo
practicamente a la mitad, provocada porque la mamabdejaba pasar las sales.
Esta hip6tesis fue confirmada por el ensayo reddizm las mismas condiciones
con una disolucion de NaCl (sal monovalente) dezfu@dnica igual a la del
hidrolizado. Se propone la posibilidad de realipar ensayo con una sal

divalente y ver si provoca el mismo efecto en ladeatividad.

Mediante la técnica de LC-MS, se identificaron [méptidos de la fraccion
obtenida con la membrana de 1000 Da. Se observoegugeneral pasan
péptidos de pequefio tamario, la mayoria de un tamafior a 550 Da. Por todo
ello, se pudo concluir que la caracteristica ppakide la que depende que

permeen 0 no, es del peso molecular.

En las membranas de ultrafiltracion/nanofiltracida, transmision de los
péptidos va a depender de diversos factores enronjcomo son el tamario, el

pH, la fuerza i6nica o la concentracion.
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6. SIMBOLOS Y ACRONIMOS
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AcN Acetonitrilo

BAEE Unidad de actividad enzimatica

bar Bares

BSA Sero-albumina bovina

cm Centimetro

CMP Caseinomacropéptido

Da Dalton

g Gramo

h Hora

HCI Acido Clorhidrico

HPLC Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
J Densidad de Flujo de Permeado

KDa Kilodalton

LF Lactoferrina

m? Metro Cuadrado

mg Miligramo

min Minuto

mL Mililito

MWCO Peso molecular de corte a partir del cual éeforana retiene al menos el

90% de los sdlidos de dicho peso

NaOH Hidroxido de Sodio
NF Nanofiltracion

nm Nanometro

P Presion

PESU Polietilsulfona

pl Punto Isoeléctrico
PM Peso Molecular

Ri Factor de Retencion
S Segundo

t Tiempo

T Temperatura

TFA Acido Trifluoroacético
Tr Transmision

UF Ultrafiltracion
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Concentrado de Proteinas de Lactosuero
a-lactoalbumina

B-lactoglobulina

Microlitro

Micrémetro

Ala  Alanina

Cys Cisteina

Asp Acido Aspartico
Glu Acido Glutamico

Phe Fenilalanina

Gly Glicina
His  Histidina
lle Isoleucina
Lys Lisina

Leu Leucina
Met Metionina
Asn  Asparagina
Pro  Prolina
GIn  Glutamina
Arg Arginina
Ser  Serina
Thr  Treonina
Val Valina

Trp  Triptéfano
Tyr  Tirosina
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MEMBRANAS

Los principales pardmetros que describen el procesomembranas son la

densidad de flujo de permeado y la selectividad:

Densidad de flujo de permeado (J)Se define como el volumen del
permeado por unidad de area de membrana y unidéendgo. La densidad
de flujo de permeado depende del tipo de membrapécacion y

condiciones de operacién, siendo generalmentedoragl tiempo.

Selectividad: La selectividad de una membrana se define medinte

retencion o rechazo o el factor de separacion.

Retencién o rechazoEs una medida de la capacidad de una membrana para
impedir el paso a su través de un componente dieigdm Se utiliza en la
mayoria de los procesos con membranas, en lossdaadimentacion es una
disolucion diluida, generalmente acuosa, y losteslgon retenidos parcial o
totalmente por la membrana pasando libremente tdéamas de disolvente

a través de ella. En estos casos se utilizeoeficiente de retencién o de
rechazoque es el grado de separacion de un componenteaedisolucion,

por medio de una membrana, bajo condiciones dexcipaes definidas:

R:l-(Cp/CR)

Siendo G y Cr la concentracion de dicho componente en el permgash

el retenido, respectivamente.

Por otro lado, ldaransmision de un componentgue varia entre 0 y 1, viene

determinada por la ecuacion:

T=1-R

Tanto el coeficiente de retencion como el de trasi®m pueden expresarse en

porcentaje, basta con multiplicar ambos valoreslpoc
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Calculo de las propiedades fisico-quimicas de léptmlos

1. Hidrofobicidad

Se calcul6é a través de la herramienta Gravy Cdtmulde la Universidad de
Greifswald.

2. Punto Isoeléctrico, Carga y Peso Molecular

Se calculd utilizando las herramientas pl/MW prommadas por la base de

datos del Expasyvw.expasy.ory
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